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(3) Verbesserte markierte Haptene, Verfahren zu deren Herstellung sowie Verwendung dieser markierten 
Haptene in Immunoassays 

@ Die Erfindung beschreibt ein insbesondere chemilumines- 
zent markiertaa Hapten der allgemeinen Formal I, 
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Hapten eine biologische aktive Substanz, insbesondere ein 
Antigen 

PEG ein Polyethylenglykolrest gemafc der Formeln (tl) oder 

(in) 

P ein Protein/ Oligo- oder Polypeptid und 

Label eine mit chemischen oder physikalischen Methoden 

qualifizierbare Gruppe ist. 

Bei den beschriebenen Heptenen ist nach Ankoppelung 
eines Labels und/oder eines Spacers keine Verringerung der 
Immunreaktivitat nachzuweisen. 
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Beschreibung 

Immunoassays fur Haptene bestehen im allgemeinen aus einem fur das jeweilige Hapten spezifischen Anti- 
korper und einem markierten Hapten-Konjugat. Dieses Hapten-Konjugat enthalt im allgemeinen eine Gruppe 
5 (Label), weiche durch physikalische oder chemische Methoden nachgewiesen werden kann und gegebenenfalls 
eine Verknupfungsgruppe zwischen Hapten und Label. Die Verknupfungsgruppe kann im einfachsten Fall 
ersetzt werden durch eine direkte chemische Bindung, jedoch ist es ublich, durch eine Verknupfungsgruppe 
einen gewissen raumlichen Abstand zu erzielen. Es hat sich gezeigt, daB bei einer direkten Kopplung des 
Haptens mit einer nachweisbaren Gruppe (Label) die Eigenschaften beider Gruppen so verandert wurden, daB 
10 die Empfindlichkeit und Spezifitat der Teste verringert wurden. Zum einen veranderten sich die physikalischen 
Eigenschaften der nachweisbaren Gruppe (Label) und zum anderen die Spezifitat und Affinitat des Haptens zu 
seinem Antikorper. 

Typische chemilumineszent-markierte Conjugate und diese enthaltende Lumineszenz-Immunoassays sind 
beispielsweise in der DE-A 29 21 781 beschrieben. Diese Lumineszenz-Immunoassays weisen gegenuber Radio- 

15 immunoassays den Vorteil auf, daB man nicht mit radioaktiven Substanzen arbeiten muB, die nur eine begrenzte 
Lebensdauer haben wegen der entsprechenden Schutzvorschriften nur begrenzt eingesetzt werden konnen. 

Die DE-A 29 13 549 beschreibt chemisch induzierte Fluoreszenz-Immunoassays, bei welchen der Antiiigand 
spezifisch am epitopen Zentrum des Liganden gebunden wird und als Marker ein lichtemittierendes reziprokes 
Paar vorgesehen ist, welches aus einer Chemilumeszenzquelle und einem Quencher besteht, der das von der 

20 Chemilumineszenzquelie emittierte Licht kollisionsfrei ausloschen kann. Dabei werden Konjugate mit Chemilu- 
mineszenzmarkierung und Konjugate mit Quenschermarkierung gebildet und an Bestandteile des immunolo- 
gischen Paares gebunden. In der Beschreibung wird erwahnt, daB es prinzipiell moglich sei, auch eine Mehrzahl 
von Markern an dem Bestandteil des immunologischen Paares zu binden, wobei sogenannte polyligandenanalo- 
ge Marker entstehen. Besondere Vorteile derartiger Systeme sind jedoch nicht erwahnt. Ein Nachteil besteht 

25 darin, daB das analoge Paar den Quenscher in vergleichbaren Abstanden enthalten muB, urn entsprechend 
wirksam zu sein. Bei den relativ kleinen Haptenen ist die Besonderheit zu beachten, daB diese oftmals zu einer 
wesentlich verringerten Chemilumineszenz fuhren, ohne daB zusatzlich ein Quenscher an der Rezeptor gebun- 
den ist Diese Wechselwirkung zwischen Hapten und chemilumineszierender Gruppe ist bereits mehrfach 
beobachtet worden und fuhrt zu verringerter Empfindlichkeit und Spezifitat der Teste, weshalb man in solchen 

30 Fallen vorzugsweise mit einem "Spacer" (Abstandshalter) arbeitet. 

In der EP-A 01 35 071 werden chemilumineszent markierte Hapten-Konjugate beschrieben, weiche zwischen 
der zur Chemilumineszenz befahigten Gruppe und dem Hapten eine Verknupfungsgruppe ("Spacer") aufweisen, 
die ein kettenformiges Polymeres mit wiederkehrenden funktionellen Gruppen ist, an welches pro Mol Polymer 
sowohl mehrere Mole zur Lumineszenz befahigte Gruppe, als auch mehrere Mole Hapten gebunden sind. Die 

35 dort beschriebenen polymeren Spacer mussen eine ausreichende Anzahl wiederkehrender funktioneller reakti- 
ver Gruppen aufweisen, wie Amino-, Carboxyl-, Carbonyl-, Thionyl-, Hydroxyl-, und/oder zur Diazo-Koppiung 
befahigte Gruppen, uber die sowohl die zur Chemilumineszenz befahigten Gruppen als auch die Haptene 
gebunden werden konnen. 

In der DE-A 36 28 795 (HOE 86/F 209) werden Thyroninderivate beschrieben, an weiche jeweils eine mit 
40 chemischen oder physikalischen Methoden quantifizierbare Gruppe uber einen Polyethylenglykol-Spacer 
(PEG-Spacer) gebunden ist. Die dort beschriebenen PEG-Spacer weisen mindestens 20 Monomer-Einheiten 
(CH 2 — CH 2 — O) auf, vorgeschlagen werden solche mit 10—400 Monomer-Einheiten. 

Alle bisher beschriebenen markierten Haptene weisen aber immer noch den Nachteil auf, daB, wahrscheinlich 
aufgrund der angekoppelten nachweisbaren Gruppen, die Immunreaktivitat der Haptene verringert wird und/ 
45 oder daB die chemische oder physikalische Eigenschaft der nachweisbaren Gruppe durch Wechselwirkung mit 
dem Hapten oder dem Spacer nachteilig beeinfluBt wird. Befriedigende Immunoassays, insbesondere Chemilu- 
mineszenz-Immunoassays, konnten bisher mit diesen markierten Haptenen nicht hergestellt werden, da meist 
die erhaltenen Standardkurven im physiologisch interessierenden Bereich zu flach verliefen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es dementsprechend, markierte. insbesondere chemilumineszent 
so markierte Haptene zur Verfugung zu stellen, bei welchen die zuvor erwahnten Nachteile nicht auftreten und bei 
deren Einsatz in Immunoassays eine hohe Empfindlichkeit und eine gute Reproduzierbarkeit gewahrleistet ist. 
Diese Aufgabe wurde uberraschenderweise gelost durch markierte Haptene der Formel I 
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( Hapten )eine biologisch aktive Substanz, 
PEG ein Polyethylenglykol der Formel II 
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— C — A — (O — CH 2 — C H}\ — NH — (TT) 



worm 

AC, -C 3 -Alky!en oder -CH 2 -NHC(0)- ist und 

x 1 bis 60 ist, oder 

PEG ein Rest der Formel III ist 



O O 
II II 

C — A' — C — NH — (CHA — O — (CH 2 )p — O— (CH^- NH-4^ (TO) 



worm 

A' C, -C 3 -Alky1en oder -CH ? -0-CH 2 - ist und 
o 2— 4 und p 1 —5 ist und 
y 1—7 ist; 

® ein Protein, Oligo- oder Polypeptid ist, 
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Label 



eine rnit chemischen oder physikalischen Methoden quantifizierbare Gruppe ist; 



n 1 —4 und 
m 1 —4 ist. 

Insbesondere betrifft die Erfindung solche markierten Haptene der Formel I, in denen 



^Hapten^ein Rest der Formel 




CH 2 



COOH 
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CH — NH — 



ist 
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R 1 H, I oder ein radioaktives Iodisotop ist und 
PEG ein Polyethylenglykol der Formel II ist, 
worin 

A — CH 2 - und 
x 3— 60 ist oder 

PEG ein Rest der Formel III ist 
worin 
o 3 und 
p 4 ist, 

y 1 oder 2 ist und 

A' CH 2 -CH 2 oder CH 2 -0-CH 2 ist 

® ein Oligo- oder Polypeptide HSA (Humanserumalbumin), BSA (Rinderserumalbumin) IgG oder ein IgG-Frag- 
ment ist 
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Label 



ein chemilumineszentes Acridinium-9-(N-sulfonyl)-carbonsaureamid-Derivat ist und 



n 1 —4 und 

m 1 —4 ist. 60 

Unter "biologisch aktiven Substanzen" oder Haptenen sind vor allem Antigene zu verstehen. Unter diesen 
Begriff fallen z. B. Hormone, Steroide, Arzneimittel, Arzneimittelmetabolite, Toxine, Alkaloide und auch Anti- 
korper. Bevorzugt handelt es sich hierbei um Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4). 

Bevorzugt eingesetzte Proteine, Oligo- und Polypeptide sind beispielsweise Immunglobuline wie IgG, Seru- 
malbumine wie HSA, BSA, naturliche und synthetische Oligo- und Polypeptide wie Polylysin, Poly (Glu, Lys), 65 
Poly (Glu, Lys, Tyr) mit wechselnden Aminosauregehalten. 

Unter einem Label werden chemisch oder physikalisch quantifizierbare Gruppen verstanden wie Radioisoto- 
pe, radioaktiv markierte Verbindungen, chemiluminesziernde oder fluoreszierende Verbindungen, Enzyme oder 
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nvn^rhnnl n 3 SbeS ° nC !f re chemi ' umi "«zierende Acridinium-Derivate wie substituierte Acridinium-9-(N-sulfo- 
2M)SSh?'eben e Sd ^ ^ be,Sp,dsWeise in der EP 03 30 050 od er EP 02 57 541 (HOE 88/F 042 + HOE 86/F 

, m^rfllfS'? betr i! f V die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der markierten Haptene der Formel I wobei 
5 man die b.olog.sch akt.ve Substanz - das Hapten - umsetzt mil einer Verbindung der Formel IV oder V 

O 
II 

io Z — C — A~iO~ CHj — CH^NHISg) (IV) 
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Z-bC — A'— C — NH— (CHA- O— (CH 2 )p — O— (CH 3 ) Q — NH 
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A e r d i e „ U r It , h U ? d WObCi V * A ' A '' S. U 2 d P WiC fUr Formeln 11 ""d/oder III definiert sind und (Sg) H oder eine 
Aminoschutzgruppe ist, und anschheBend das so erhaltene Produkt (Hapten-PEG-derivat) 

a) gegebenenfalls nach Entfernen der Aminoschutzgruppe zunachst mit einem Protein und dieses Produkt 
anschheBend mit einem Label umsetzt oder Produkt 

b) gegebenenfalls nach Entfernen der Aminoschutzgruppe mit einem Protein-Label-Konjugat umsetzt 
und gegebenenfalls anschlieBend das Reaktionsprodukt reinigt 

a-Sf 3 ! S A " s f an S ssubstan f zur Herstellung von Verbindungen der Formel IV benotigte Polyethylenglvkol mit 
Ion g ^ «™ " en,an S e ,st kaufl,ch erhaltlich. Beispielsweise eignen sich die Typen vl\y^S^^^ 
400 oder 600. Be. d.esen Zahlenangaben handelt es sich urn das mittlere Molekulargewich, I E PEG S 
m.ttlere molare Masse 570-630 g/mol; Hydroxyzahl 178-197 (rechnerisch 187) ^dmm^u.u 
largewicht des Po.yethy.eng.yko.s laBt sich der Wert x folgenderLfien re^ 

largewicht des Polyethylenglykols (z. B. 600) minus Molekulargewicht H 2 0 (18), dividiert dure™ d* Molekular" 
gew.cht der Monomere.nhe.t (CH 2 -CH 2 -0 : MG = 44); beispielsweise fur PEG 600: (600- 18V44- 13 2 Zwi" 
schenwerte w.e PEG 500 erhalt man durch Mischen von z. B P einem Teil PEG 400 un I eineS Ten" PEG 600 

hilM gS C h al i man h ' erb , el C o C d , eUt ' iche Verbreiteru "g der Molmassenverteilung. Eine andere MoSkS 
besteht in der Anderung der Reakt.onsfiihrung bei der Polymerisation, urn die gewunschte VeVteflun/ru 

m,t zwe, versch.edenen funkt.onellen Gruppen an den Enden. Dazu wird das eingesetzte PoSStnXol 
zunachst part.eM chlonert be.sp.eisweise mi, Thionylchlorid in einem geeigneten Losungsmittel wi ^Benzol ode 
"° rZ "f^ ,Se T0 ' U01 und k unler Zusatz von saurebindenden Mitteln wie Pyridin. Die ReakSon wird be 
SrH" H T 2U h gSW p e ' Se be ' "° C durch g efUhrt - Das P ^dukt kann isolier, und gereinigt werden, bevorzug 
w.rd es jedoch ohne Re.mgung we.ter e.ngesetzt. Die in der cbengannten Vorschrift beschriebenen Sngen 
lassen s.ch nur be, PEG-Denvaten mit einem Molekulargewicht > 1000 anwenden. bei kiirzeren PEG's nS die 
Produkte vorwiegend Ole. Soil e.ne Urethangruppe (Formel II; A— CH 2 -NHC{0)-) eingefuhrt werden so 
w,rd w.e ,n der oben angegebenen Arbeit (Zalipsky et aU loc. cit.) das Rohproduk mit IsocyanatoesSuree 
stern, bevorzugt Isocyanatoess.gsaureethylester in Gegenwart von Triethylamin vorzugsweise bei Raumtempe- 
ratur mehrere Stunden zu einer Verbindung der Formel VI umgesetzt. pe 
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(CIWCH 3 — CH ? — O), 



O ^ 



CR 2 



, (VI) 



mit 

s, z = 0, 1, 2 wobei s + z = 2, 
x wie in Formel II definiert, 
A = -C(0)-NH-CH 2 -, 
R 2 = C,-C4-Alkoxy. 

Soli eine Ethergruppierung eingefuhrt werden, so wird in Abweichung von der obengenannten Verfahrens- 
vorschrift das partiell chlorierte Polyethylenglykol mit einer Verbindung der Formel VII AG — ACOR 2 
(AG = Abgangsgruppe, wie CI, Br, I oder N2, A= = CH — im Fall von N2, sonst wie in Formel II definiert, 
R* = C| — C4-Alkoxy, Li, Na, K) bei Temperaturen von —50 bis +50°C in einem geeigneten Losungsmittel wie 
Diethylether, 1,2-Dimethoxyethan oder tert.-Butanol, gegebenenfalls unter Zusatz einer Base wie n-Butyllithium 
in Hexan, Natriumhydrid, Kalium-tert.-butylat oder feingepulvertem KOH unter Zugabe eines Phasentransfer- 
Katalysators wie Tetraalkylammoniumbromid oder eines Katalysators wie BF3 • Et20 zu einer Verbindung der 
Formel VI umgesetzt (x wie in Formel II definiert, A — Alkylen, CH2 — O— CH2, R 2 wie in Formel VII definiert). 
Die in den Produkten der Formel VI verbleibenen Chloratome werden anschlieBend, beispielsweise durch 
Umsetzung mit NaN 3 in einem geeigneten Losungsmittel wie DMF bei Temperaturen von 50— 150° C, vorzugs- 
weise bei 120°C, durch eine Azidgruppe ersetzt. Durch Umsetzung mit einer Base, vorzugsweise waBriger 
NaOH und anschlieBendem Ansauern wird ein Rohprodukt der Formel VIII erhalten (Formel VIII: 
(N3) S (CH2— CH20)x(A — C02H)z t mit x und A wie in Formel II und s, z wie in Formel VI definiert). Bei diesem 
Produkt handelt es sich um eine Mischung aus PEG-Diazid, PEG-Azid-Carbonsaure und PEG-Dicarbonsaure 
jeweils mit einer Homologenverteilung. Mittels Ionenaustauscherchromatographie uber DEAE-Sephadex 
(Pharmacia) in der Tetraboratform mit einer stufenweise konzentrierter werdenden waBrigen Ammoniumhy- 
drogencarbonatlosung kann man die ungewunschten Produkte PEG-Diazid (Formel VIII, s = 2, z = 0) und 
PEG-Dicarbonsaure (Formel VIII, s = 0, z = 2) von den gewiinschten PEG-Azidcarbonsauren (Formel VIII, s « 1 , 
z = l) abtrennen. Dieses Produkt wird dann der literaturbekannten katalytischen Hydrierung, beispielsweise 
mittels H2/Pd/Kohle unterworfen, wobei die Azidgruppe in eine Aminogruppe umgewandelt wird, die anschlie- 
Bend zweckmaBigerweise nach literaturbekannten Verfahren geschiitzt wird, wobei eine Verbindung der For- 
mel IV entsteht Als Schutzgruppen konnen die von der Peptidsynthese her bekannten Aminoschutzgruppen 
verwendet werden, vorzugsweise tBOC (tert.-Butyloxycarbonyl). Der vorstehend beschriebene Syntheseweg ist 
im Syntheseschema 1 dargestellt 

Zur Herstellung der Verbindungen der Formel V geht man zweckmaBigerweise von einer Verbindung der 
Formel IX: H 2 N-(CH 2 )o— O— (CH 2 )p— O— (CH 2 )o— NH 2 (worin o und p wie fur Formel III beschrieben sind) 
aus. Verbindungen der Formel IX, worin o = 3 und p = 4 ist sowie solche, worin o = p = 2 ist, sind kauflich. 

Die Verbindung der Formel IX wird in einem geeigneten Losungsmittel wie Acetonitril bei Temperaturen von 
0°C bis Raumtemperatur mit einer Verbindung der Formel X 



O 




O 



(A' = siehe Definition in Formel III) zu einer Verbindung der Formel XI: 
H2N-(CH 2 )o-0-(CH2)p-0-(CH 2 )o-NH-C(0)-A'-COOH 

umgesetzt. ZweckmaBigerweise wird man auch hier die Aminogruppe mit einer der oben fiir Verbindungen der 
Formel IV beschriebenen Aminoschutzgruppen nach literaturbekannten Verfahren schiitzen, wobei Verbindun- 
gen der Formel V entstehen. 

Bevorzugt wird nun die Verbindung der Formel IV oder V zunachst an die biologisch aktive Substanz 
gebunden. Dazu wird die Verbindung der Formel IV (Z — OH) oder V zunachst in eine aktivlerte Form uberfuhrt, 
z. B. durch Synthese des N-Hydroxysuccinimidesters 
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PTO VP V K^™S.5]^? m h^ tein ' 0,ig °-P der P^Peptid umsetzen und ansch.ieBend dieses [Hapten- 
KfcUjn-F-Konjugat mit dem Label umsetzen, oder man stellt L p cn 

PES^onTuga" ^ 0tein -< Labe, )-Konjugat her und setz, dieses dann mit de m oben beschriebenen Hapten- 

9-(N-sulfonyl)-carbonsaureamid, erfoJgt vorzugsweise durch Umse^n, rU JS h n 7 Acridinium- 
^ei THF W l Briger L6SUng " ^ eb --^u U c r^ 

Die erfmdungsgemaBen markierten Haptene eignen sich hervorraeend fur H^n Fine, ;™ i 

rm folgenden wird die Erfindung anhand von Beispieien naher eriautert. 

Beispiele 
Beispiel 1 

Ausgehend von PEG 600 (x « 13) erhalt man T 3 -PEG-600-Poly (Glu : Lys 6 : 4). 

Schritt 1 

74,4 g PEG 600 in 500 ml Toluol werden 4 Std am Wasserabscheider eekocht dann wend™ in a m i tk- i 
chlond und 10,8 ml Pyridin zugegeben und es wird weitere 4 Std zum ^QckfluQe^ht r^t Kft^h a kiT - m J 
Abfiltrieren werden 200 ml CH 2 C 2 zugegeben und es w.rd noc^ 

emgedampft,dasProduktfaIItalsdligerRQckstandan(76,7g). Trockene 



Elementaranalyse 
ber.(als C1(CH 2 CH 2 0) 13 2H): 
65 C51,3; CI 5,74%; 
gef. 

C 50,4; CI 5,70/o. 
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Schritt2 

61,8 g des Produkts aus Schritt 1 werden in 200 ml Diethylether gelost, dazu gibt man 1,4 g BF 3 - (C 2 H 5 )20 und 
11,4 g N2CH — CO2C2H5 (Diazoessigsaureethylester). Es setzt eine lebhafte Gasentwicklung ein, man riihrt 3 bis 
5 Std. bei Raumtemperatur nach, bis die Gasentwicklung weitgehend abgeschlossen ist. Die Losung wird mit 
NaHC03-L6sung gewaschen, die org. Phase z. B. uber MgSC>4 getrocknet und zur Trockene eingedampft (56 g). 

Schritt 3 

5 g des Produkts aus Schritt 2 werden in 100 ml DMF 2 Std. mit 6,3 g Natriumazid auf 120°C erhitzt. Das DMF 
wird im Vakuum abdestiltiert, der Riickstand wird in 200 ml Wasser gelost. Diese Losung wird mit 4 N NaOH bei 
Raumtemperatur auf pH 11 eingestellt und bei diesem pH gehalten, bis keine NaOH mehr verbraucht wird. 
Nach Zugabe von festen NaCl wird die Losung mit 6 N HC1 auf pH 3 angesauert und 3 x mit CH2CI2 extrahiert. 
Die uber MgSC>4 getrocknete Losung wird eingeengt, man erhalt 4,7 g eines oligen Produkts. 

Schritt 4 

4,7 g des Produkts aus Schritt 3 werden in wenig Wasser gelost und auf eine DEAE-Sephadex A 25 (Pharma- 
cia, 20 g, 70 mMol Anionenaustauscherkapazitat) in der Tetraboratform enthaltende Saule gegeben. 

Mit Wasser eluiert man eine neutrale Fraktion (vorwiegend PEG-Diazid, Formel VIII, y = 2, z = 0), bei 
-schrittweiser Erhohung des NF^HCCh-Gehalts (beginnend bei 4 mM in 3 mM Schritten) erhalt man zunachst 
eine Fraktion mit der gewiinschten PEG-Azidcarbonsaure (Formel VIII, y = z=l), bei weiterer Erhohung der 
NH4HCC>3-FConzentration wird auch die PEG-Dicarbonsaure (Formel VIII, y — 0, z — 2) eluiert. Aus der mittleren 
Fraktion gewinnt man die PEG-Azidcarbonsaure durch Einengen der Losung zur Trockene, Verriihren des 
Ruckstandes mit CH2CI2, Abfittrieren des unloslichen Anteils, Trocknen der org. Phase uber MgS04 und 
Abdampfen des Losungsmittels (1,4 g). 

Die Reaktion und Trennung konnen durch Dunnschichtchromatographie auf Si02 mit Isopropanol : konz. 
NH3 : H 2 0 10 : 2 : 1 als Laufmittel und I 2 als Nachweismethode verfolgt werden. Die gewtinschte PEG-Azidcar- 
bonsaure hat einen Rf-Wert von -0,5 (PEG-Diazid: Rf = 0,75, PEG-Dicarbonsaure Rf = 0,35). 

IR: 3500 cm" 1 (br) OH 

2120 cm 1 Nj (fehlt bei 3. Frakl.) 
O 
, 11 

1700 cm" 1 C (fehlt bei 1. Frakt.) 
1120 cm"' — O — 

Schritt 5 

1,4 g der in Schritt 4 erhaltenen PEG-Azidcarbonsaure werden in 20 ml einer 4 : 1-Mischung von Ethanol und 
CH2CI2 gelost und mit Pd/C-Katalysator bei Normaldruck hydriert. Nach beendeter Hydrierung wird der 
Katalysator abgesaugt, das Filtrat wird eingeengt. Der Ruckstand wird in 25 ml 2 N NaOH gelost und mit 8,7 ml 
Di-tert.-butyldicarbonat bei Raumtemperatur 20 Std. geruhrt Die Mischung wird mit Hexan extrahiert, die 
waflrige Phase anschlieQend mit gesatt. KHS04-Ldsung auf pH 3 angesauert und mit CH2CI2 3 x extrahiert. Aus 
der uber MgS04 getrockneten vereinigten org. Phase erhalt man durch Eindampfen 1,3 g tert.-Butyloxycarbony- 
lamino-PEG-600-carbonsaure. 

Schritt 6 

1 g Produkt aus Schritt 5 in 7 ml THF werden bei — 20°C mit 115mg N-Hydroxysuccinimid und 280 mg 
Dicyclohexylcarbodiimid 1 Std. geruhrt, danach laBt man auftauen und 1 Std. bei Raumtemperatur nachruhren. 
Der entstandene Niederschlag wird abgesaugt, das Filtrat eingeengt, der Ruckstand in kaltem Aceton aufge- 
nommen, evtl. ausfallender Niederschlag wird abgesaugt, das Filtrat wird zur Trockene eingedampft. Der 
Ruckstand wird in wenig DMF aufgenommen und zu einer Losung aus 840 mg T3-hydrochlorid und 340 uJ 
Triethylamin in 10 ml DMF gegeben. Man laBt 24 Std. bei Raumtemperatur riihren, dampft das DMF im 
Vakuum ab und erhalt das gewunschte Produkt als zahes, glasartig erstarrendes Ol. 

Die Reinigung des Rohprodukts kann durch Mitteldruckchromatographie an RP-18 mit MeOH : H2O 77 ; 23 
+ 0,1 Vol-% Trifluoressigsaure erfolgen. 

Das gereinigte Produkt (1 g) wird in 10 ml Trifluoressigsaure aufgenommen und 1 Std. im Eisbad geruhrt. Die 
Trifluoressigsaure wird abgezogen, das 
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fallt alszahesOl an. 
io Massenspektrum: FAB, 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix. 





MH + 


rpl Intpnc fO/nl 
1 CI. IMLCM5. |_ /oj 
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25 
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13 


18 




1545 
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19 
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Schritt 7 





Kettenlange X 



a) 10 mg Poly (Glu : Lys 6 : 4) (Sigma) in 3,75 ml 0,1 M Natriumborat-Puffer (pH 8,2) werden mit 240 ul 
Dioxan und 1 12 ul einer GMBS (y-Maleinimidobuttersaure-N-succinimidylester)-Losung (1 0 mg GMBS/ml 
Dioxan) 1 Std. bei Raumtemperatur umgesetzt und anschlieBend 2 Std. gegen Wasser dialysiert 
35 b) 10,8 mg des Produkts aus Schritt 6 in 500 ul DMSO werden mit 25 ul N-Ethylmorpholin und 64 ul einer 

SAMSA (S-Acetylmercaptobernsteinsaureanhydrid)-L6sung (20 mg SAMSA/ml DMSO) 30 min unter 
LichtausschluB bei Raumtemperatur umgesetzt, anschlieBend setzt man 71,5 ul einer 1 M Hydroxylaminhv- 
drochlorid-Losung zu und laBt 1 5 min im Dunkeln stehen. 

c) Das Dialysat aus a) wird mit 375 ul DMSO und 250 ul der Losung aus b) 1 Std. im Dunkeln bei 
40 Raumtemperatur umgesetzt, danach wird 1 ul Mercaptopropionsaure zugegeben und nach 10 min im 

Dunkeln wird 3 Std. gegen 10 mM Phosphatpuffer (pH 8,0) dialysiert. Das Dialysat wird uber einen 
0,45-um-FiIter filtriert und eingefroren. 



Schritt 8 



In einer 3-ml-Rollrandflasche werden 600 ul Konjugationspuffer (0,45 g KH 2 P0 4 , 8,32 g Na 2 HP0 4 • 2 H 2 0 
4,36 g NaCI in 0,5 I demineralisiertes H 2 0; mit NaOH auf pH 8 gestellt) vorgelegt. Dazu gibt man 100 ul des 
Dialysats aus Schritt 7c und 20 ug N-(4-Methoxyphenyl)-N-[4-(2-SuccinimidyloxycarbonyIethyI)-benzolsuIfo- 
nyl>10-methylacndmium-9-carbonsaureamid-fluorosulfonat(Beispiel 1 der EP3 30 050) in Form einer Acetoni- 
50 tnllosung (1 rng/ml). Dann wird 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur stehengelassen und anschlieBend 
200 ul L-Lysinlosung (lOmg/ml Konjugationspuffer) hinzugegeben und weitere 15 Minuten im Dunkeln inku- 
biert. Die resultierende Losung wird dann uber eine mit 20 ml Elutionspuffer (4,08 g KH 2 P0 4 3 56e 
Na 2 HP0 4 • 2H 2 0, 4,38 g NaCI, 0,25 g NaN 3 , in 0,5 1 demineralisiertem H 2 0; mit HC1 auf pH 63 eesielh) 
equilibriertePD-10-Saule (Pharmacia) gereinigt. ' S ; 



55 



Beispiel2 

Ausgehend von PEG400(x~8,7)erhalt man analog zu Beispiel 1 T 3 -PEG-400- Poly (Glu :Lys6 :4). 
60 Schritt 1 



Elementaranalyse 
ber.(als C1(CH 2 -CH 2 0) 8 7H): 
C 49,78; CI 8,46% ; 
65 gef.: 

C 49,3; CI 8,80/o. 
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Schritt6 

Massenspektrum: FAB, 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix. 



MH* rel. Intens.[%] Kettenliinge X 
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Schritt7b 



Es wurden 9,25 mg des Produkts aus Schritt 6 verwendet und wie in Schritt 7b und c des Beispiels 1 verfahren. 

Schritt8 

In einer 3-ml-Ro!lrandflasche werden 600 p. I Konjugationspuffer (0,45 g KH 2 P04, 8,32 g Na 2 HPC>4 ■ 2 H 2 0, 
4,36 g NaCI in 0,5 1 demineralisiertes H 2 0; mit NaOH auf pH 8 gestellt) vorgelegt. Dazu gibt man 100 u,l des 
Dialysats aus Schritt 7c und 20 u,g N-(4-Methoxyphenyl)-N[4-(2-Succinimidy!oxycarbonylethyI)-benzolsulfo- 
nyl]-10-methylacridinium-9-carbonsaureamid-fluorosulfonat (Beispiel 1 der EP 3 30 050) in Form einer Acetoni- 
trillosung(l mg/ml). Dann wird 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur stehengelassen und anschlieBend 
200 u.1 L-Lysinlosung (10 mg/ml Konjugationspuffer) hinzugegeben und weitere 15 Minuten im Dunkeln inku- 
biert Die resultierende Losung wird dann uber eine mit 20 ml Elutionspuffer (4,08 g KH 2 P04, 3,56 g 
Na 2 HP0 4 * 2 H 2 0, 4,38 g NaCI, 0,25 g NaN 3 , in 0,5 I demineralisiertem H 2 0; mit HQ auf pH 6,3 gestellt) 
equilibrierte PD-10-Saule (Pharmacia) gereinigt. 

Beispiel 3 

Triethylenglykolmonochlorhydrin ist kauflich, daher kann auf den Schritt 1 (partielle Chlorierung) und den 
Schritt 4 (Trennung der Mischung aus PEG-Diazid, PEG-Azidcarbonsaure und PEG-Dicarbonsaure) verzichtet 
werden. Die restlichen Schritte verlaufen analog zu den oben Beschriebenen. 

Schritt 6 

Massenspektrum: FAB, 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix. 



MH* rei. Intens.[%] Kettenlange X 



753 1 1 

797 7 2 

841 100 3 

885 3 4 

929 1 5 



Schritt 7b 

7,1 mgdes Produkts aus Schritt 6 werden wie in Schritt 7b und cdes Beispiels 1 umgesetzt. 

Schritt 8 

In einer 3-ml-Rollrandflasche werden 600 |i I Konjugationspuffer (0,45 g KH 2 P0 4 , 8,32 g Na 2 HP0 4 • 2 H 2 0, 
4,36 g NaCI in 0,5 I demineralisiertes H 2 0; mit NaOH auf pH 8 gestellt) vorgelegt. Dazu gibt man 100 u.1 des 
Dialysats aus Schritt 7c und 20 p.g N-(4-Methoxyphenyl)-N-[4-(2-Succinimidyloxycarbonylethyl)-benzolsuIfo- 
nyl]-10-methylacridinium-9-carbonsaureamid-fluorosulfonat (Beispiel 1 der EP 3 30 050) in Form einer Acetoni- 
trillosung (1 mg/ml). Dann wird 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur stehengelassen und anschlieBend 
200 u.1 L-Lysinldsung (10 mg/ml Konjugationspuffer) hinzugegeben und weitere 15 Minuten im Dunkeln inku- 
biert. Die resultierende Losung wird dann uber eine mit 20 ml Elutionspuffer (4,08 g KH 2 PC>4, 3,56 g 
Na 2 HP0 4 * 2 H 2 0, 4,38 g NaCI, 0,25 g NaN 3 , in 0,5 I demineralisiertem H 2 0; mit HCI auf pH 6,3 gestellt) 
equilibrierte PD- 1 0-Saule (Pharmacia) gereinigt. 
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Beispiel 4 

Ausgehend von PEG 2000 wurde exakt nach Polym. Prep. 27, 1 (1986) 



O 



t-BOC NH — (CH 2 — CH 2 0),C — NHCHjC0 2 H 
to dargestellt. Schritt 6 erfolgt analog zu Beispiel 1 . 



Schritt6 
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25 
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35 



40 



Nitrobenzylalkohol-Matrix. 


MH + 


reL Intens.[%] 


Kettenlange X 
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Schritt 8 

ai" Ci M e ^ f : ml A ^» randfla sche werden 600 u I Konjugationspuffer (0,45 g KH 2 P0 4 , 8,32 g Na 2 HP0 4 . 2 H,0 
436 g NaCI in 0,5 I demineralisiertes H 2 0; mit NaOH auf pH 8 gestellt) vorgdegt Dazu eS^m^ 100 ..I £ 
Dxalysats aus Schritt 7c und 20 ug N-(4-Methoxy phenyl)- N-[4-(2%uccinimidytxyca^ 
ny -10-m ; hylacndmium-9-carbonsaureamid-fluorosulfonat (Beispiel 1 der EP 3 30 050) in FoiJcS 
tnUosung (1 mg/ml). Dann wird 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur stehenge asse IZi "whSSSrt 
200 uJ L-Lysmlosung (10 mg/ml Konjugationspuffer) hinzugegeben und weitere 15 Minuten TdI™^ 
K Cr hrR ie resu,tlerend e Losung wird dann uber eine mit 20 ml Elutionspuffer (4 08e KH,PO ^ 

Na2 TK° 4 ; ^! 38 ,e a °' 25g NaN ^ in 0,5 I demineralisiertem H^h HO auf pS^JSlf) • 
equilibnertePD-10-SauIe (Pharmacia) gereinigt. P ' gestelltj 

Beispiel 5 

55 Ausgehend von PEG 2000 wurde exakt nach Polym. Prep. 27, 1 (1 986) 

O 

60 t-BOC NH — (CH 2 — CH 2 0) x — CNH — CH 2 C0 2 H 
dargestellt. 



65 



Schritt 6 

7 9fii!S eSe ^ F l r0dU , ktS ! n i 5m iIo F 1 +15rnl ° MF Werden bei -20°Cmit 120 mg N-Hydroxysuccinimid und 
226 mg Dicyclohexylcarbodnmid 2 Std. geruhrt. man laBt auftauen und ruhrt bei Raumtemperatur nach Ausge 
fallener N.ederschlag w.rd abf.ltr.ert. das Filtrat eingedampft, der Ruckstand wird in kaltern Aceton aufgenom- 
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men, ausfallender Niederschlag wird abgesaugt. Der nach dem Eindampfen des Filtrats verbleibende Ruckstand 
wird in 10 ml DMF aufgenommen und zu einer Losung von 770 mg L-T 4 und 276 uJ Triethylamin in 20 ml DMF 
gegeben und 24 Std. bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird abgezogen und das Rohprodukt wie 
in Beispiel 1 gereinigt. Zur Entfernung der Schutzgruppe wird die Substanz in 10 ml Trifluoressigsaure gelost 
und 1 Std. bei 0°C geruhrt; anschlieBend wird die Trifluoressigsaure abgezogen und man erhalt 



COOH O O 
HO^0\-O^0Y-CH 2 — CH — NHC — CH I NHC(OCH 3 CH 2 ),-N + H 3 CF ] COr 





I 



als glasartig erstarrendes Ol. 

Massenspektrum: FAB, 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix 
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15 



MH* rel. Intens.[%] Kettenlange X 
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Schritt8 

In einer 3-ml-Rollrandflasche werden 600 \i\ tConjugationspuffer (0,45 g KH 2 P0 4 , 8,32 g Na 2 HP0 4 • 2 H 2 0, 
4,36 g NaCI in 0,5 1 demineralisiertes H 2 0; mit NaOH auf pH 8 gestellt) vorgelegt. Dazu gibt man 100 uJ des 
Dialysats aus Schritt 7c und 20 p,g N-(4-Methoxyphenyl)-N-[4-(2-Succinimidyloxycarbonylethyl)-benzolsulfo- 45 
nyl]-10-methylacridinium-9-carbonsaureamid : fluorosulfonat (Beispiel I der EP 3 30 050) in Form einer Acetoni- 
trillosung (1 mg/ml). Dann wird 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur stehengelassen und anschlieBend 
200 u.1 L-Lysinlosung (10 mg/ml Konjugatibnspuffer) hinzugegeben und weitere 15 Minuten im Dunkeln inku- 
biert. Die resultierende Losung wird dann uber eine mit 20 ml Elutionspuffer (4,08 g KH 2 P0 4 , 3,56 g 
Na2HP0 4 • 2 H 2 0, 4,38 g NaCI, 0,25 g NaN 3 , in 0,5 1 demineralisiertem H 2 0; mit HC1 auf pH 63 gestellt) 50 
equilibrierte PD-10-Saule (Pharmacia) gereinigt. 

Die Synthese der Verbindungen aus den folgenden Beispielen ist in Syntheseschema 2 dargestellt. 

Carbonsaureanhydrid-Diamin-Addukte 3 (Schritt 1) 

55 

Zu einer Losung von 45 mmol (9,19 g; 9,56 ml) 1,1 2-Diamino-4,9-dioxadodecan in 400 ml trockenem Acetoni- 
tril tropfte man bei 0°C unter Riihren langsam ( - 4 h) eine Losung von 40 mmol Bernsteinsaureanhydrid (4,00 g) 
bzw. Diglycolsaureanhydrid (4,64 g) in 200 ml trockenem Acetonitril. Einige Minuten nach Beginn des Zutrop- 
fens bildete sich ein farbloser Niederschlag. 

Nach Beendigung des Zutropfens ruhrte man die Suspension noch 2 — 3 Stunden bei Raumtemperatur, kuhlte 60 
im'Eisbad ab, gab 200 ml Diethylether zu, filtrierte den Niederschlag uber eine Umkehrfritte unter Stickstoff ab 
(FeuchtigkeitsausschluB!), wusch auf der Fritte zunachst mit Acetonitril, dann mit Diethylether und trocknete 
den farblosen Niederschlag im Vakuum. 
Ausbeuten 95% — quantitativ 

CmHssNjOs (304.4) 65 
3a: 12,08 g (99%); Schmp. 124- 126°C; 

IR (KBr): 3320 (N -H); 3060 (br, — N + H 3 ); 2950, 2865, 2805 (C- H); 2500, 2140 (br., - N + H 3 ); 1640 (C = Q, Amid I); 
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-NH); 3.23 (t, 2H; -CH 2 N + H 3 ); 



1595(C = O t -C0 2 ); 1560, 1540(Amid II); 1 120(-C-O-C-) 
^Q N ^7n ( / °° fi ^ Hz ' D ^): 6== 1.5-ZI (m, 8H); 2.44 ( s . 4H); 3.10 (t, 2H; C-CH 2 - 
3.39 — 3.70 (m.8H, — CH 2 — 0-CH 2 — ); 
MS ( FA B): m/z (%) = 305 ( 1 00; M H + ) 

3b: C M H 28 N 2 0 6 (320,4); 1 2,69 g (99%); Schmp. 88-91 °C- 

n R 15^?C 3 -0 (N CO H) { f^a^ (C ~ H): 255 °' 2140 ^ - N+H ^ 1660 ( C = °. Amid 

i;, loy^L-o, — C0 2 ); 1560. 1545(Amid II); 1 125(— C— O — C— ) 

'H-NMR (100 MHz, D,0): 5=1.50 - 2.08 (m. 8H); 3.08 (t. 2H C-CH,-N-HV 3 34 It 2H- PH M*u \ 
3.44-3.69(m ) 8H ; -CH 2 -O-CH 2 );3.99(s.2H);4.06(s > 2H). SdJ 2 N H). 3.34 (t. 2H. CH 2 -N H 3 ); 

N-t-Boc-Systeme 4 (Schritt 2) 
(allgemeine Vorschrift zur Einfiihrung von t-Boc-Schutzgruppen) 

i m 3 .? 1 ? 0 ' ( . 3 ' 96 g) 33 ? Urde " 45 ml eines Diox an'Was S er-Gemisches (2 : 1) gelost. Nach Zugabe von 15 ml 
M Natronlauge wurden unter Kiihlung im Eisbad 26 mmol (5,66 g) Di-teri butyldicarbonat zuLset 7 „nl 
10 M.nuten be, 0'C geruhrt. dann lieB man auf Raumtemperatur'erwarmer un X [T noc 4 StSSS. nS 
we.tgehendem Abdest.lheren des Dioxans im Vakuum Qberschichtete man den Riickstand mit Essjester und 
dne e n r ^w:«vo n ft L ge 3 l RUhren ^ im Eisba * mit Kaliumhydrogen^VaSn" Tu'f 

Nach Abtrennen der organischen Phase extrahiert man die Wasserphase viermal mit Essigester wusch die 
vere.mgter » organ.schen Phasen mit Wasser und trocknete mit Natriumsulfat. Nach AbdesS 1 eren des Tc-sune 
m, tels ,m Vakuum erh.el, man 8.2 g eines schwach gelben Ols, das in 15 ml Diethylether aufgenommen wurde 
Be. 0 C tropfte man unter RUhren n-Hexan zu, bis sich ein farbloser Niederschlag bildete Nach 2 Stunden 



4a: C I9 H 36 N 2 0 7 (404.5), Schmp. 44-46°C 



IR (KBr); 3360, 3330 (N - H); 3200-2500 

O 
II 



" O 
II 

-C-OH 



1690 



R — O — C — N' 



\ 



J 



; 2940, 2860, 2805 (C - H); 
1640 (C = O, Amid 1); 1535 (Amid II); 1385, 1365 (C(CH 3 ) 3 ); 1)15 



(- C - O - C -). 



'H - NMR (100 MHz; CDCI 3 ): 6 = 1.44 (s, 9H, tBu); 1.55-1.90 (m, 8H, - C 
2.36-2.78 f m.4H. HO ? C — (C — C — ~] ; 3.08-3.59 (m, 12H,- O 



^m, 4H, H0 2 ( 



CH 2 - 
CH 2 



C -); 

- N - CH 2 -); 



H O J 

4.99, 6.70, 8.48 (breit, jeweils 1 H, N - H, C0 2 H). 

Aus 10 mmol I (3,20 g) 3b und 20 mmoi (437 g) Di-tert-butyl-dicarbonat erhielt man nach obiger Vorschrift als 
Rohprodukt 5.17 g gelbes Ol. Es gelang nicht wie oben einen Niederschlag zu bilden. Zur ^Entf^nun/von 
ube^chussigem D,-tert.-butyIdicarbonat wurde das Ol in 400 ml Wasser aufgenommen. Man Strah^ 
mit Hexan sattigte dann d,e Wasserphase mit Natriumchlorid und extrahierte funfmal mit EssS 
Trocknen der Ess.gester-Extrakte mit Natriumsulfat und Abdestillieren des Losungsmittels im VletzS 
Losungsmittelreste wurden be, - 0.1 mbar entfernt) erhielt man 3,08 g (73%) eines fast farblose™ Oh 



4b: C 19 H 36 N 2 0 8 (420.4) 

IR (Film): 3340 (N - H); 3200-2400 (- CO ? H); 2940, 2865 (C - H); 1720 



R — O — C 



O 



N — 



1665 (C = O, Amid I); 1540 (Amid II); 1390, 1365 (C(CH 3 ) 3 ); 1140 (- C - O - C -). 

H ^ N ^ (I ° 0MHZ ' CDC,3) " 6=145 < 9H ' l - Bu )' 1-55-1.95 (m, 9H, -C-CH 2 -C-V 308-362 fm 12H 
-O-CH 2 ,-N-CH 2 -);4.10(s.2H)^^ K ^ 
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"Doppel-Spacer" 5 (Schritt 3; nur fiir Beispiel 8, 9) 



5,0 mmol (2,02 g)4a und 5,5 mmol (633 mg) N-Hydroxysuccinimid wurden in 40 ml Tetrahydrofuran gelost, die 
Losung auf — 20°C abgekuhlt, mit 5,5 mmol (1,13 g) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt, 2 Stunden bei — 20°C 
geriihrt. Dann lieQ man auf Raumtemperatur erwarmen, destillierte das Losungsmittel im Vakuum ab, digerierte 
das verbliebene Ol mit eiskaltem Aceton und filtrierte sofort den farblosen Niederschlag (Dicyclohexylharnstoff) 
ab. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Dann destillierte man das Losungsmittel irn Vakuum ab 
(zuletzt bei -0.1 mbar), loste das verbleibende Ol (2,70 g) in 30 ml Chloroform, gab 100 mmol (1,01 g, 1,39 ml) 
Triethylamin und 50 mmol 3a zu und ruhrte die Mischung bei Raumtemperatur. Nach wenigen Minuten war eine 
klare Losung entstanden, die man 40 Stunden bei Raumtemperatur stehen lieB. Dann wurde das Losungsmittel 
im Vakuum abdestilliert, der olige Ruckstand mit Wasser versetzt und mit gesattigter Kaliumhydrogensulfat-Lo- 
sung auf pH —3 angesauert. Nach Sattigen mit Natriumchlorid extrahierte man funfmal mit Essigester, wusch 
die vereinigten Extrakte mit gesattigter Natriumchloridlosung, trocknete mit Natriumsulfat und destillierte das 
Losungsmittel im Vakuum ab. Man erhielt nach Trocknen im Vakuumexsikkator bei -0.1 mbar 3,21 g (93%) 
eines farblosen Pulvers, das fiir weitere Umsetzungen ausreichend rein war. 



10 



15 



5a: C 3? H^ 2 N 4 O m (690.9) 

IR (KBr): 3360, 3320, 3070 (N - H); 2950, 2870, 2810 (C - H); 3200-2500 (COOH); 1720, 1695, 1690 



y II 
— C ; R — O — C — N 

\ I 
OH H. 

(- C - O - C -). 



; 1640, 1630 (C = O, Amid); 1540 (Amid II); 1370 (t-Bu); 1 140 



20 



25 



] H - NMR (100 MHz; CDCI,): 6 = 1.43 (s, 9H y t-Bu); 1.53-1.89 (m, I6H, - C - CH 2 - C -); 



2.50 



s, 4 H T HN — C — (CH 2 h — C — N" 



O 



O H 



2.43-2.74 



m,4H, N — C— (CH^ — C0 2 H" 



H O 



3.06-3.59 (m, 24 H, - CH 2 - O, - CH 2 - N); 5.00, 6.68-7.09 (breit, N - H, CQ 2 H). 



30 



35 



MS (FAB): m/z (%) = 713 (55) [MNa + ]; 691 (44) [MH + ]; 591 (100) 



MH 1 + H — (C H 3 )jC — O — C 

II 

. O 



40 



Wie oben beschrieben erhielt man aus 2,38 mmol (1,00 g) 4b und 2,38 mmol (763 mg) 3b 1,36 g (79%) eines 
schwach gelben Ols. 45 

5b: C 33 H« 2 N 4 O t 3 (722.8) 



*H - NMR (100 MHz, CDCI 3 ): 6 - L43 (s, 9H, tBu); 1.53-1.95 (m, 16H, - C - CH 2 - C -); 
3.05-3.60 (m, 24H, - CH 2 - O - CH 2 - NH); 

O 



4.05, 4.08, 4.16 



alle s, 8 H, — C — C H 2 — O 



; 5.05, 7.30, 7.58 (alle breit, - NH, - C0 2 H). 



50 



55 



Ankoppeln von T 3 (Schritt 4) und Schutzgruppenabspaltung (Schritt 5) 

In Analogie zu Beispiel 1 , Schritt 6, wurden 809 mg (2 mmol) 4a mit N-Hydroxysuccinimid/Dicyciohexylcarbo- 
diimid umgesetzt. Der erhaltene N-Hydroxysuccinimidester wurde mit 1,37 g (2 mmol) T 3 -hydrochlorid und 
555 uJ (4 mmol) Triethylamin in 10 ml Dimethylformamid 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abfiltrieren 
eines farblosen Niederschlages wurde die Losung mit Wasser versetzt, mit Kaliumhydrogensulfat-Losung auf 
pH ~3 angesauert und nach Sattigen mit Natriumchlorid funfmal mit Essigester extrahiert. Nach Waschen der 
vereinigten Essigester-Extrakte mit Natriumchlorid-Losung, Trocknen mit Natriumsulfat und Abdestillieren des 
Losungsmittels erhielt man ein schwachgelbes Pulver. Die Reinigung des Produktes erfolgte durch Mitteldruck- 
chromatographie an RP-18 mit Methanol : H 2 0=-73 : 27+0,1 VoL-% Trifluoressigsaure. 

1,0 g des Produktes 6a wurde analog Beispiel 1 mit Trifluoressigsaure behandelt. Das erhaltene olige Produkt 



60 
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ergab durch Behandeln mit Diethylether ein farbloses Pulver, das abfiltriert und im Vakuum getrocknet wurde. 

6a : C34H46I3N30, 0 ( 1 037.4) 
MS (FAB, 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix): 
5 m/z (%) = 1060 (6) MNa + , 1038(15) MH + 

7a: [C 29 H3,l3N30 8 ) f {C 2 F30 2 ] 
(938.3) (1 13.0) 

10 

MS (FAB, 3-Nitrobenzylalkohoi-Matrix): m/z (%) = 938 (100) M + 



15 



20 



25 



30 



IR (KBr); 3400, 3260 



N — H 
I 

O — H 



; 3060 



2930, 2860, 2810 (C - H); 1730, 1720 
O 



r — N + H 3 ~] ; 3200-2400 (- C0 2 H); 



-NH 



— c 



\ 



1670, 1650 



— C , Amid 1 

\ 

N — 
I 

H 



; 1540 (Amid II); 1200, 1175, 1130. 



J 



35 



40 



50 
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'H - NMR (360-MHz, [DJ-DMSO): 

6 = 1.51 (m, 4H, O - C - (CH 2 ) 2 - C - O); 1.59 (m, 2H, ~ CH 2 - CH 2 - N + Hj); 



1.77 



m, 2H, N-C-CH 2 — C — O— ^ 

I _ 
H 



; 2.25, 2.30 



"2m, 4H, N — C — CH^ — C — N 

I II ~~ II I 
HO OH 



2.82 



3.08 



C0 2 H 



m, 3H, — CHj- CH, — N + H 3> Ar— CH 2 — C — NH 



H 

O H C0 2 H -\ 

II I I 
m, 3H, — C— N — CH 3 , Ar— CH 2 — C — NH 

_ ~ I 

H 



3.25-3.43 (m, 8 H, N - GH 2 O - CH 2 ); 4.42 



"m, 1H, — N — CH — CH} — 

i r 

H C0 2 H 



6.56 (dd, 1H, Aryl-H b ); 6.82 (d, 1H, Aryl-H c ); 6.98 (d, 1 H, Aryl HJ; 7.65 (breit, 3H,N + H 3 ); 

r O 
II 

7.69 m, 1H, C — N — CH 2 — CH 2 7.78 (s, 2 H, Aryl-H d ); 
I 

H J 



8.19 



OH 




9.96 (breit, 1H, Ar - OH); 12.70 (breit, 1H, - C0 2 H). 



6b, 7b: 

Aus 4b und T3-Hydrochlorid erhielt man analog obiger Vorschrift 6b und 7b. 
6b:C34H46l3N 3 O n (1053.4) 

MS (FAB, 3-NitrobenzylaIkohol-Matrix mit und ohne KCI-Zusatz): 

m/z (%) = 1 092 ( 1 8) [MK+J 1 053 (4) [M + ], 954 (85) [M - (CH 3 ) 3 OCO + 2H]. 
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7b: fC^Hj^NjO,]" IQFjOj) 
(954.3) (1 13.0) 



5 MS (FAB, 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix): m/z (%) = 954 (20) (M*J 



10 



15 



IR (Or): 3400, 3260 (0 - H, N - H); 3070 (- WHj, - NH -); 3200-2400 (- C0 2 H)- 
o-\ r O H 

1730, 1710 — C ; 1670. 1650 L — C — N — . Amid U 1540 (Amid II); 1200, 1170, 1125. 



r O H 

II I 

) I— C — N— , Amid J; 



'H - NMR (360-MHz, D 6 -DMSO): 6 = 1.52 (m, 4H, O - CH 2 - (CH 2 ) 2 - CH 2 - O); 



168 (m, 2H, — CH,- CH ; - CH,- 1 



— N — CH 2 — CH, — CH 



[,— CH 2 — CH 2 — N + H 5 ); 1.77 fm, 2H, — N 

L i 

2.73 -2.97 r m> 3H,— CH 2 — N'H,,Ar— CH,- CH — NH— "V 
^ C0 2 H J 

3.07-3.23 fm, 3H, — C — N — CH,- CH 2 — Ar-CH 2 -CH- NH— ^ ■ 
^ OH CO,H J 

r » 

, -); 3.80-4.03 lm,4H, — C 

r co 2 h s 

I 

Lm, 1H, — CH 2 — C_H — NH — J ; 6. 



- 0 ] ! 



O -\ 

CH 2 — O — CH 2 — C— J; 



30 3.23-3.48 (m, 8H, O - CH 2 - CH 

C0 2 H 

35 4.53 Lm, 1H, — CH 2 — CH — NH— J ; 6.56 (dd, 1H, Aryl-H b ); 6.82 (d t 1H, Aryl-H c ); 
6.97 (d, 1H, Aryl-HJ; 7.65 (breit, 3 H, - N + H 3 ); 7.78 (s, 2H, Aryi-H d ); 



40 



45 



50 



7.95 



f I If l° ,H II 1 

Im, J H, C N_H CH 2 — J ; 8.32 Id, 1H, — CH — NH — C — CH 2 J ; 



9.98 (breit, 1H, Ar - OH); 12.85 (breit, 1 H, - CO,H). 
6c, 7c 

Aus 5a und T 3 -Hydrochlorid analog obiger Vorschrift 

6c: C.8H72I3N5OU (1323.8) 

MS (FAB, 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix]. 

m/z (%) = 1 324 (55) M H\ 1 224 ( 1 00) [M + — (CH 3 ) 3 C — O — CO + 2H> 



55 



60 
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IR (KBr): 3300 (O - H, N - H); 3080 (N - H, Amid); 3200-2400 (- C0 2 H); 2940, 2860, 2800 (C 

r O o ^ r o 



1735, 1720 



R — O — C 



\ 



\ 



NH — 



OH. 



1650 



C — , Amid U ; 1540 (Amid Fl); 



1365 (C(CH 3 )j); 1 1 10 (- C - O - C -). 

'H - NMR (360-MHz, D 6 -DMSO): 6 = 1.37 (s,9H, tBu); 

1.50 (m, 8H, — O — CHj- (CHA- CH 2 — Q— ); 



1.58 (m, 8H, — N — CH 2 — CH 2 — CH 2 - O) ; 2.15-2.37 
H 



O o- 

II II 
.mJH, — C — (CH 2 ) 2 — C. 









H 


C0 2 H 










2.79 


m, 1H, Ar 


1 

— C — 


1 

C — 


N — 
















1 

H 


1 

H 


1 

H J 


















H 


COjH 








2.88- 


-3.12 


m, 9H, Ar— 


1 

-C — 


1 

C — N — t — 


CHj — C H 2 — N — 


C — 












\- 
H 


1 1 
H H 


1 

H 


II 

Q J 


















/- 


COjH ^ 

1 


3.32 (m, 16H,— 


CH 2 — 


CH 2 


— O 


->; 4-43 


ju y 1H, Ar — CHj- 


-CH 


— NH— J 



6.55 (dd, 1H, Aryl-H b ); 6.70 



breit, 1H, — NH — C 



o- 



6.97 (d, 1H, Aryl-HJ; 7.73 
C0 2 H 



Lm, 3H, — C — NH — CH 2 J 



; 6.82 (d, 1H, Aryl-H c ); 



;7.78 (s,2H, Aryl-H d ); 



8.21 



.d, 1H, — CH 



2 H O V 

— NH — C — J ; 9. 



9.95 (breit, 1.H, Ar - OH); 12.70 (breit, 1 H, - C0 2 H) 



7c: [C 43 H 65 I 3 N 5 0 I2 ] + [C 2 F 2 0 2 P 
(1224.7) (113.0) 



MS (FAB, 3-Nitrobenzyla!kohol-Matrix mit und ohne KCl-Zusatz) 
m/z.(%)- 1262(18) MIC + ; 1224 (100) M + 



IR (KBr): 3300 (O - H f N - H); 3080 (N - H, Amid); 3200-2400 (- C0 2 H); 

o ^ r o 



2940, 2860, 2805, (C - H); 1725 
1560, 1540 (Amid II); 1200, 1180 



OH. 



; 1680, 1650 



— C , Amid I 
\ 



6d,7d 

Aus 5b und T3-Hydrochlorid analog 6a, 7a. 



6d : C48H72I3N5O t6 (l 355.8) 
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M , S £ A x B ' 3 - Nitrobenz ylalkohol-Matrix mit und ohne KCI-Zusatz) 

m/z(%)- 1394(12) MK*;1378(9) MNa*;1356(22)MH- 1256(100)[M*-(CH J ) J C-O-CO+2H] 
IR (KBr): 3380 (O - H, N - H); 3090 (N - H, Amid); 2960. 2860, 2800 (C - H); 



l0 3200-2400 (- C0 3 H); 1740 



\ 



en 



; 1660 



1370 (C(CH 3 ),); 1 1 10 (- C - O - C -). 



O 

— C ; Amid I 

\ 

N 
H 



; 1540 (Amid II); 



is 



'H - NMR (100-MHz, D 4 -Methanol) 6 = 1.41 (s, 9H, t-Bu); 1.50-1.92 (m, 16H, CH 2 - CH 2 - CH 2 -)• 
3.00-3.58 (m, 24 H, CH, - CH 2 - O - CH, - CH 3 - NH -); 
20 4.45 fd, 8H, C CH, QT\ : 6.54. 6 72 6.98 (ABM-Spektrum, 3 H, Aryl-H b , - H„ - H a ); 



4.45 f~d, 8H, — C — CH 2 — CH ; 6.54, 6.72, 6.5 

L A ~ J 



7.80 (S> 2 H, Aryl-H d ). 

25 O - H N - H-Protonen durch Losungsmittelsignale verdeckt (bzw. H/D-Austausch). 



30 



35 



40 



7d: fC 43 H 65 r 3 N 5 0 M ] + [C 2 F 3 0 2 r 
(1256.7) (113.0) 

MS (FAB, 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix mit und ohne KCI-Zusatz) m/z (%) = 1294 (11) MK + 
1278 (8) MNa + ; 1256 (100) MH + 

IR (KBr): 3400 (O - H, N - H); 3070 (- N + H 3 , N - H); 3400-2400 <- C0 2 H); 



1740, 1720 



O 



— C 



\ 



; 1670 



45 



1205, 1180, 1130. 



C ; Amid I 
\ 

N 

I 

H 



; 1560, 1540 (Amid II); 



Die Polypeptid-Konjugate von 7a und 7b wurden analog Schritt 7 (Beisoiel H her^tMlr in <^** 7 u 
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Syntheseschema 1 

HO(CHj — C H 2 0), H = HO(C H 2 — C H 2 — 0) x _ , CH 2 — C H 2 — OH 
= (HO)j{CH 2 — CH,- 0) x _,(CH 2 — CH,) 

► (C\\(CH 2 — CHjOV.fCHj- CH 3 XOH) £ 

s,z = 0,1,2 s + Z = 2 

(Vn) AG — A — COR, 

► (CI] 5 (CH 2 — CH 2 0) x _,(CH 2 — CH 2 XOA — COR J ), 

=(CI) $ (CH 2 — CH 2 0) x (A— C(0)R 3 ) £ VI 

► (N,) S (CH 2 - CH 2 0) x (A — C0 2 H) 2 Vffl 

> N 3 (CH 2 — CH 2 0) K A — C0 2 H s = z-l 

► H 2 N(CH 2 — C.H I 0) | AC0 1 H 

► (Sg)HN(CH 2 -CHiO) x A — COZ 



O 




S 



Sg = H oder Aminoschutzgruppe 
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Syntheseschema 2 



10 



15 



20 



o 

x 

H 2 N ( CH 2 ) 0 O ( — CH 2 ) P — O — ( — CH 2 ) 0 — NH 2 + A' O o: jeweils 3 

■ > y 



Schritt (D I CHjCN 



H)N + ( C H 2 )„ O ( CH 2 ) P — O — (C H 2 )„ — NH — C(O) — A' — COT 

3 



Boc - -f-O 



Schritt <D j (Boc^O 



Dioxan/H 2 0/NaOH 
Verb. 



O 



4a t 5a, 2a, 3a CH 2 -CH 3 
4b, 5b, 2b, 3b -CH 2 -0-CH 2 
+ °v N ( C H 2 ) u O ( C H 2 ) p O — (C H 2 ) 0 — NH — C(O) — A' — C 0 2 H 



H 



O 



25 



30 



35 



40 



45 



Schritt <D 



1.) HO — N 



DCC, THF 



^3 



2.) 3,NEt 3 O 

N— (— CH 2 ) C — O — (— CH 2 ) p — O— (CH 2 ) D - NH — C(O)— A' 



5 

4 oderS 



Schritt® I.) HO — N ],DCC 




— C0 2 H 



C0 3 H 



2.) HO 




NHj + , NEtj 

cr 

co 2 H 



+ °v /^"E^ CH 2 ) C O ( CH 2 ) P O — (CH 2 ) 0 — NH — C(O) — A' — C(O) — NH I 

\/ . Jlodcr2 

Yh 6 ■ 




Ar 



50 



55 



Schritt (D 



CF 3 C0 2 H 




COjH 



H 3 N + -((— CH 2 ) 0 — O— (— CH 2 ) P — O— (CH 2 ) 0 — NH — C(O)— A' — C(O)— NH 




Ar 



I Oder 2 




NH/CFjCOf 



65 



6a 7a (CH 2 h \ 

6b 7b CH 2 -0-CH 2 1 

6c 7c (CH 2 h 2 

6d 7d CH 2 -0-CH 2 2 
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1. Markiertes Hapten der Formel I 

£ ( Hapten )— PEG — LabeT~| j 



Patentanspruche 



0) 



worm 



^ Hapte^ eine biologisch aktive Substanz ist, 
PEG ein Polyethylenglykol der Formel II ist, 



O 



— C — A — (O — CHj — CH 2 ), — NH — (□) 
worin 

AC,-C 3 -Atkylenoder - CH 2 -NHC(0)- istund 

x 1 bis 60 ist, oder 

PEG ein Rest der Formel II! ist, 



O O 

I! II 

-C — A' — C — NH— (CH 2 ) 0 — O— (CH 2 )p — O— (CH^- NH^ (TO) 



worm 

A' Ct-C 3 -Alkylenoder — CH 2 — 0-CH 2 — istund 
o2-4 

p 1 —5 ist und 
y 1—7 ist, 

® ein Protein, Oligo- oder Polypeptid ist, 



15 



20 



25 



30 



35 



Label 



eine mit chemischen oder physikalischen Methoden quantifizierbare Gruppe ist, 



n 1 —4 und 
m 1 —4 ist. 

2. Markiertes Hapten der Formel I nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 



( Hapteo )eine Verbindung der Formel 
I I 




ist 



worm 

R' H, I oder ein radioaktives lodisotop ist und 

PEG ein Polyethylenglykol der Formel II wie in Anspruch 1 definiert ist, 
worin 

A -CH 2 - und 
x 3 — 60 ist, oder 

PEG ein Rest der Formel III wie in Anspruch 1 definiert ist, 

worin 

o3, 

p 4 ist, 

y I oder 2 ist und 

A' -CH 2 -CH 2 oder _CH 2 -0-CH 2 ist, 



40 



45 



50 
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® ein Oligo- oder Polypeptid. HSA, BSA oder IgG oder ein IgG-Fragment ist 



Label I ein chemilummeszierendes Acridinium-9-(N-Su)fonyl)-carbonsaureamid-Denvat ist und 



nl— 4 und 
m 1 —4 ist. 

3. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I, dadurch gekennzeichnet.daB man d 



as 



( Hapten ^ 

umsetzt mit einer Verbindung der Formel IV oder V 

O 
II 

Z— C — A-fO — CH 2 — CH^NH- (Sg) (IV) 

O O 
II II 

Z "t C — A ' — C— NH— (CHA — O— (CH 3 V— O— (CHA — NH-| 7 (Sg) (V) 

worin A, A', xopundy wie in Anspruch 1 fur Formel II und/oder III definiert sind und Z eine Abgangs- 
gruppe .st und (Sg) H oder e.ne Aminoschutzgruppe ist und anschlieBend das so erhaltene Produkt 

a) gegebenenfalls nach Entfernen der Aminoschutzgruppe zunachst mit einem Protein und dieses 
Produkt anschlieBend mit einem Label umsetzt oder 

b) gegebenenfalls nach Entfernen der Aminoschutzgruppe mit einem Protein-Label-Konjugat umsetzt 
gegebenenfalls anschlieBend das Reaktionsprodukt reinigt. 

4. Verwendung der markierten Haptene nach Anspruch 1 oder 2 in einem Immunoassay 
fmmlToa'ssay'fsr AnSPr " Ch dadUrCh gekennzeichnet - daB der Immunoassay einChemilumineszenz- 
6 Immunoassay zur Bestimmung von Haptenkonzentrationen in Flussigkeiten, dadurch gekennzeichnet 
daB em m,t dem zu best.rnmenden Hapten spezifisch reagierender immobilisierter Antikorper mS einer 
Probe der zu untersuchenden Fluss.gke.t, welche das zu bestimmende Hapten enthalt, und einem markier 
£n Hapten der Formel I nach Anspruch 1 inkubiert wird. die Probe und das nicht gebundene mTrkierte 
Hapten vpn dem .mmob.l.s.erten Antikorper getrennt werden und die Menge des antikorpergebunSn 
markierten Haptens unter Ausnutzung der chemischen und/oder physikalischen Eigenschafte^ f des Labels 
besummt w.rd und aus dieser Menge die Menge des zu bestimmenden Haptens bestimmt wird 
7. Immunoassay nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, daB zwischen Probenzugabe und Zugabe des 
markierten Haptens ein Trennschritt eingefuhrt wird Mugabe des 

L'Srtwird naCH A " SprUCh 7 ' dadUrch g ekennz eichnet, daB nach dem Trennschritt ein Waschschritt 

9. Immunoassay nach Anspruch 6, 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB der Immunoassay ein Chemilumi- 
neszenz-Immunoassay ist und das Label ein chemilumineszentes Label ist 

10. Immunoassay nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB ein markiertes Hapten der Formel I nach 
Anspruch 2 eingesetzt wird. H rormei i nacn 

1 1. Testkit zur Durchfuhrung eines Immunoassays, dadurch gekennzeichnet, daB er einen auf einer Festoha- 
se immobilisierten Antikorper und ein markiertes Hapten der Formel I nach Anspruch 1 enthalt. 
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